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Validasi Metoda Analisis Penetapan Kadar
Ketoprofen pada Tablet Salut Enterik
secara Kromatografi Cair Kinerja

Tinggi dan Spektrofotometri UV

(Validation of high-performance liquid chromatography and uv spectrophotometric
methods for quantification of ketoprofen in enteric coated tablet)
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ABSTRACT: Ketoprofen oral dosage forms marketed in Indonesia were mostly enteric-coated tablets. The purpose of this study
was to develop and validation high-performance liquid chromatography (HPLC) and direct spectrophotometric method for
the analysis of ketoprofen in enteric coated tablets. The assays and content uniformity test of tablets were carried out by an
isocratic, reverse-phase HPLC validated method using 5 um RP-18 column (250 x 4.6 mm), pH 6.5 013 mM phosphate buffer-
methanol (40:60 v/v) as a mobile phase at a flow rate of 1.0 mL/min and UV detection 258 nm. The developed methods were
validated for their linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) in comparison with the UV
spectrophotometric method. The HPLC method showed excellent linearity (r >0.999) in the concentration range of 15 —35 pg/mL.
Precision was demonstrated using %RSD < 0.87 and recoveries were good (%R >99.97). The HPLC method was more sensitive than
the UV spectrophotometric, due to the LOD/LOQ values of 0.18/1.20 and 0.67/2.49 ug/mL, respectively. The assays of ketoprofen
enteric-coated tablets with the HPLC method were not significantly different from those with the UV spectrophotometric
method (P > 0.05).

Keywords: ketoprofen; high performance liquid chromatography; validation method; enteric coated tablets.

ABSTRAK: Ketoprofen yang beredar di Indonesia sebagian besar dalam bentuk sediaan tablet salut enterik, tetapi metoda analisis
untuk penetapan kadar dan uji disolusinya belum tersedia dalam farmakope. Tujuan dari penelitian ini adalah mengembangkan
metode kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dan spektrofotometri ultraviolet visibel (UV ) untuk melakukan analisis tablet salut
enterik ketoprofen. Penetapan kadar dan keseragaman kandungan ketoprofen tablet salut enterik ditentukan secara KCKT isokratik
fase terbalik yang telah divalidasi menggunakan kolom RP-18 (250 x 4,6 mm) diameter partikel 5 um, fase gerak metanol-dapar
fosfat 13 mM pH 6,5 perbandingan 60:40 v/v, laju alir 1,0 mL/menit dan detektor UV 258 nm. Spesifisitas, linieritas, akurasi, dan
presisi memenuhi persyaratan International Conference on Harmonization (ICH). Metode KCKT memberikan lineritas yang sangat
baik (r >0,999) pada rentang konsentrasi 15 — 35 pg/mL, presisi dinyatakan dalam persen deviasi standar relative (% RSD <0,87)
dan perolehan kembali yang baik (R> 99,97%). Metode KCKT lebih sensitif dibandingkan metode spektrofotometri UV, dengan
nilai LOD masing-masing adalah 0,18 dan 0,67 pg/mL serta LOQ 1,20 dan 2,49 ug/mL. Hasil validasi dan uji penetapan kadar
ketoprofen pada tablet salut enterik dengan metode KCKT tidak berbeda nyata dibandingkan dengan metode spektrofotometri
UV (P>0,05).

Kata kunci: ketoprofen; kromatografi cair kinerja tinggi; validasi metoda ; tablet salut enterik.

Pendahuluan ada sekitar 98 data dalam berbagai bentuk sediaan,
seperti; kapsul, tablet, larutan injeksi, suppositoria, gel,

Ketoprofen (KP) adalah derivat asam propionat dan plester. Sebanyak 23 diantaranya adalah sediaan tablet
(Gambar 1), termasuk golongan obat anti inflamasi salut enterik [2]. Sediaan tablet salut enterik ketoprofen
non steroid (OAINS) yang digunakan secara luas untuk dikembangkan untuk mengatasi 2 e
mengatasi nyeri dan radang pada penyakit reumatik yang efek samping yang merugikan F/:iieezf:&;gggjjﬂ;ii 2232211
ringan serta gangguan otot skelet lainnya, digunakan juga apabila  dikonsumsi secara oral | Published: 05 Agust 2021
untuk terapi nyeri setelah pembedahan ortopedik, gout akut [3]. Formula yang dikembangkan Access this article
dan dismenorea [1]. Di Indonesia, jumlah obat beredar dan bertujuan mencegah obat lepas
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penyerapannya di saluran cerna [4,5]

Untuk memastikan kualitas produk obat yang
dikonsumsi, terjamin keamanan dan stabilitasnya,
diperlukan evaluasi sesuai prosedur kompendial atau
metoda tervalidasi [6,7]. Sampai saat ini, belum ditemukan
kompendial yang memuat monografi spesifik untuk
sediaan tablet salut enterik ketoprofen [6,8,9]. Walaupun
sudah tersedia monografi ketoprofen untuk sediaan yang
berbeda, tetapi tetap dipetlukan pengembangan dan
validasi metoda analisis untuk memastikan metoda analisis
sesuai dengan tujuan penggunaannya dan memastikan
matriks tidak berpengaruh terhadap analisis zat aktif
[6,10].

Penetapan kadar adalah salah satu parameter utama
dalam monografi yang harus dilakukan untuk menjamin
stabilitas suatu sediaan obat selama masa simpannya
saat berada di pasaran dalam rangka pengawasan obat
yang beredar ataupun sebagai syarat dalam regulasi
pendaftaran sediaan obat oleh lembaga otoritas [7,11].
Beberapa metode analisis penetapan kadar ketoprofen
dalam berbagai sediaan seperti tablet, kapsul, krim, gel
topikal dan dalam sampel biologis, seperti darah, plasma
dan urin telah dilaporkan, diantaranya menggunakan
metode  spektrofotometri [12,13], elektroforesis kapiler
[14], dan kromatografi cair kinerja tinggi [15-17]. Metoda
spektrofotometti adalah metoda analisis yang lebih poluler
dan paling luas penggunaanya karena lebih mudah dalam
penanganan, ckonomis, praktis, cepat dan tepat [18].
Sejalan dengan perkembangan teknologi instrumenisasi
analisis, dewasa ini metoda KCKT banyak digunakan
untuk pengujian kualitas mutu obat karena lebih efisien,
spesifik, sensitif dan akurat [19,20]. Selain itu, pengujian
dengan metoda KCKT banyak menjadi pilihan karena
dapat memisahkan zat aktif dari gangguan matriks
ataupun hasil degradasi [15,16]. Penelitian ini bertujuan
untuk mengembangkan dan melakukan validasi metoda
analisis penetapan kadar tablet salut enterik ketoprofen
secara KCK'T, mengadopsi metoda yang telah publikasikan,
dengan pertimbangan penggunaan pelarut organik yang
lebih sederhana dan efisien [17]. Selanjutnya hasil validasi

dibandingkan dengan metoda spektrofotometri UV
untuk dapat melihat sejauh mana kedua metoda tersebut
memberikan perbedaan terhadap pengujian mutu kadar

tablet salut enterik ketoprofen.

Metode Penelitian

Bahan

Pelarut: Metanol grade KCKT (Merck), Aquabidest
(Ika Pharmindo), Aquadest (Brataco), reagen : Kalium
dihidrogen fosfat (KH,PO,) pa  (Merck),
Hidroksida (NaOH) p.a (Merck), Membran filter
Regenerated Cellulose 0.45 pm (Sartorius), Syringe filter
polyvinylidene difluoride (PVDF) 0.45 pm (Whatman™),
Ketoprofen BPFI No Kontrol 205190 (kemurnian 100,3%,

susut pengeringan 0,01% ), tablet salut enterik ketoprofen

Sodium

merk dagang ( tablet K dan P) dan generik berlogo (tablet

G) yang telah memenuhi persyaratan spesifikasi mutu label.

KCKT

Pelarut: Metanol grade KCKT (Merck), Aquabidest
(Ika Pharmindo), Aquadest (Brataco), reagen : Kalium
dihidrogen fosfat (KH,PO,) pa  (Merck),
Hidroksida (NaOH) p.a (Merck), Membran filter
Regenerated Cellulose 0.45 pm (Sartorius), Syringe filter
polyvinylidene difluoride (PVDF) 0.45 pm (Whatman™),
Ketoprofen BPFI No Kontrol 205190 (kemurnian 100,3%,

susut pengeringan 0,01% ), tablet salut enterik ketoprofen

Sodium

merk dagang ( tablet K dan P) dan generik berlogo (tablet

G) yang telah memenuhi persyaratan spesifikasi mutu label.

0 CH,
@]

OH

Gambar 1. Struktur kimia ketoprofen, 2-(3-benzoyl phe-
nyl) propionic acid

Tabel 1. Data presisi metoda kromatografi cair kinerja tinggi (IKCKT)

Presisi Respon %RSD
Sistem (UKS) 97076244727 (area) 0,49
6,568 + 0,005 (tR) 0,08
Metoda (PK) 98,36+0,86 0,87
Intermediet (PK) 98,57+1,15 1,17
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Gambar 2. Kromatogram larutan baku ketoprofen penetapan kadar menggunakan kolom RP18 5 um
(4.6 x 250) mm, fase gerak campuran metanol dan dapar fosfat 13 mM pH 6,5 dengan perbandingan (60 :
40), laju alir 1,0 mL/menit dan detektor uv pada A 258 nm

Pembuatan Larutan Baku dan Larutan Uji Metoda
KCKT

Pelarut dibuat dengan mencampur homogen metanol
dan larutan dapar fosfat (13mM KH,PO, diatur pH 6,5
dengan H,PO,) dengan perbandingan 50:50 v/v. Larutan
baku stok KP disiapkan dengan menimbang secara seksama
50 mg KP BPFI, dimasukkan ke dalam labu ukur 200,0
ml, dan dilarutkan dengan pelarut hingga tanda batas,
sehingga diperoleh larutan baku stok konsentrasi 0,25 mg/
mL. Larutan baku stok dipipet 5,0 mL ke dalam labu ukur
50,0 mlL, dicukupkan dengan pelarut hingga tanda batas
untuk memperoleh larutan baku KP konsentrasi 0,025
mg/ml. Larutan baku disaring dengan membran filter
PVDF 0,45 um sebelum diinjeksikan.

Larutan uji: sebanyak 20 sampel tablet ditimbang
dan dihitung bobot rata — ratanya, lalu diserbukkan hingga

homogen. Serbuk ditimbang setara dengan 50 mg KP ke
dalam labu ukur 100,0 ml. Selanjutnya, ke dalam labu
ditambahkan 75 ml. pelarut dan disonikasi selama 15
menit, dicukupkan dengan pelarut hingga tanda batas,
saring. 5,0 mL fitrat dimasukkan ke dalam labu ukur 100,0
mlL, cukupkan dengan pelarut hingga tanda batas. Larutan
uji disaring dengan membran filter PVDF 0,45 pm sebelum
diinjeksikan.

Keseragaman kandungan (KK) diuji dengan cara
memasukkan tiap tablet ke dalam labu ukur 200,0 mL
masing-masing sebanyak 10 labu. Selanjutnya diperlakukan

sama dengan larutan uji PK.

Uji Kesesuaiaan Sistem (UKS)
Untuk menjamin sistem kromatografi memenuhi

persyaratan untuk analisis sampel, dilakukan UKS dengan

Tabel 2. Hasil perhitungan penetapan kadar dan keseragaman kandungan tablet K, P dan G dengan metode kromato-

grafi cair kinerja tinggi (KCKT)

Penetapan Kadar

Keseragaman Kandungan

Sampel

Rata-rata %RSD Rata-rata %RSD %AV
Tablet K 98,36 £ 0,86 0,87 98,81 £ 0,69 0,70 1,66
Tablet P 99,48+ 0,51 0,51 98,27 £0,97 0,98 2,32
Tablet G 103,21+1,21 1,18 103,86+ 1,33 1,28 3,20
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Gambar 3. Kurva linier larutan baku regresi ketoprofen dengan metode KCKT

cara menginjeksikan 10 pL larutan baku KP 0,025 mg/mL
enam kali berturut-turut sesuai kondisi yang dioptimasi.
Persen deviasi standar relative (%RSD) untuk waktu
retensi (Rt) dan area harus memenuhi syarat <2,0%,
puncak ikutan (T) < 2,0 dan jumlah plat teori (N) >2000
[20].

Validasi Metoda
Metoda

berpedoman pada International Conference on Harmonization

KCKT vyang telah dioptimasi divalidasi

(ICH) Q2 (R1) meliputi spesifisitas, linieritas, presisi,
akurasi, LOD dan LOQ [21].

Penetapan Kadar dengan Metoda Spektrofotometri
uv

Penetapan kadar (PK) KP secara spektrofotometri UV
dilakukan dengan mengadopsi metoda PK yang tercantum
pada monografi KP kapsul [8,9] menggunakan larutan
metanol 75%v/v dalam air sebagai pelarut. Larutan baku
stok dipersiapkan dengan cara melarutkan KP BPFI yang
ditimbang seksama 12,5 mg dan dimasukkan ke dalam labu
100,0 mL. Ditambahkan 70 mlL pelarut, disonikasi selama
15 menit dan dicukupkan dengan pelarut sampai tanda
batas. Larutan baku stok (0,125 mg/mL) dipipet sejumlah
2,0 mL ke dalam labu ukur 50,0 mL, ditambahkan pelarut

sampai tanda batas, dikocok homogen. Serapan diukur

etoprofen - 6

T T T T T T
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Gambar 4. Profil kromatogram penetapan kadar tablet K, P dan G menggunakan kolom RP18 5 um
(4.6 x 250) mm, fase gerak campuran metanol dan dapar fosfat 13 mM pH 6,5 dengan perbandingan (60 :
40), laju alir 1.0 mL/menit , suhu 30°C dan detektor UV pada A 258 nm
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Gambar 5. Overlay kontur, 3D kromatogram photo dioda array (PDA) dan spektrum indeks masing-
masing (dari atas ke bawah) dari eluen, tablet K dan baku ketoprofen
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pada panjang gelombang A 258 nm dengan larutan metanol
75% sebagai blanko.

Pembuatan larutan uji : Sebanyak 20 sampel tablet
ditimbang dan dihitung bobot rata — rata per tablet, lalu
diserbukkan hingga homogen. Serbuk ditimbang setara
dengan 20 mg KP dan dimasukkan ke dalam labu ukur
100,0 mI., ditambahkan 70 mL pelarut, disonikasi selama
15 menit dan dicukupkan dengan pelarut hingga tanda
batas, kocok homogen. Saring larutan dengan kertas saring;
Filtrat sebanyak 3,0 mL dipipet ke dalam labu ukur 100,0
mL, dicukupkan dengan pelarut sampai tanda batas, lalu
dikocok hingga homogen. Serapan diukur pada panjang
gelombang A 258 nm.

Hasil dan Diskusi

Profil kromatogram yang didapatkan setelah proses
optimasi metoda dapat dilihat pada Gambar 2 memberikan
puncak yang simetris dan waktu uji yang singkat. UKS
memenuhi syarat keberterimaan [20], yaitu %RSD 0,08%
(Rt) 0,49% (area), failing 1,18 dan N plate 6676,5 +£16,6.
Presisi atau derajat keberulangan dinyatakan dengan
presisi untuk sistem (UKS), metoda dan intermediet
(T'abel 1). Presisi metoda adalah rata-rata kadar dari 10

kali ulangan penetapan kadar sampel tablet K, dan presisi

intermediet merupakan perlakuan yang sama tetapi pada
hari yang berbeda. Semua parameter memenuhi syarat
%RSD < 2,0% [21]. Kurva regresi dipersiapkan dengan
membuat lima level konsentrasi  larutan baku KP.
Masing-masing dilakukan pengulangan tiga kali. Respon
yang didapatkan diplot antara konsentrasi dan AUC.
Gambar 3 memperlihatkan hubungan yang linier antara
konsentrasi dan AUC pada rentang konsentrasi 15 pg/
mL sampai 35 ng/mL. Penetapan kadar dan keseragaman
kandungan dari tiga tablet yang diuji dengan metoda
KCKT memenuhi syarat kompendial 90,0-110,0% dan
Y%AV=15% (Tabel 2) [6,7]. Kromatogram penetapan kadar
semua sampel tablet yang diuji dapat dilihat pada Gambar

4, memperlihatkan semua kromatogram memberikan
performa yang sama dengan baku KP. Overlay kontur
atau tampak atas kromatogram, kromatogram tiga dimensi
(3D) dan spektrum hasil ekstraksi kromatogram pada
channel A 258 dapat dilihat pada Gambar 5. Pelarut tidak
memberikan serapan spesifik pada area lambda 200-400
nm, Larutan baku KP dan sampel tablet K memberikan
profil spektrum UV yang identik dan A maksimum pada
258 nm. Penampakan 3D juga memperlihatkan tidak
ada interfensi atau puncak lain pada puncak larutan baku
dan sampel. Kemurnian kromatogram dapat diketahui

dengan membandingan nilai purity angle dengan purity

Tabel 3. Data parameter validasi metoda penetapan kadar tablet salut enterik K menggunakan
metoda kromatografi cair kinerja tinggi (IKCKT) dan spektrofotometri UV

Parameter KCKT Spektrofotometri UV
Persamaan Linieritas
Slope 36589510,3 0,06753
Intersep -9287,73 -0,0078
koofisien korelasi r2 0,9996 0,9998
Presisi (n=10) 1,167 1,781
Akurasi (n=3)
80% 98,24+1,28 101,79 40,73
100% 98,07 +0,84 101,24 +1,62
120% 99,97 + 1,48 98,94+0,23
LOD 0,18 ppm 0,67 ppm
LoQ 1,20 ppm 2,49 ppm
Kadar (n=20) 46,54
Tablet K 98,34 97,71%
Tablet P 99,47 99,73 %
Tablet G 103,20 101,08 %
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Tabel 4. Hasil uji t-student parameter validasi metoda kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dan

spektrofotometri UV

Parameter t hitung T tabel (a0,05/n-1) Hasil
Akurasi (n=9) -2,059 2,306 Terima HO
Presisi (n=10) 1,420 2,262 (tidak berbeda nyata)
pada P>0,05
Penetapan Kadar (n=3) 1,200 4,303

treshold, dimana hasil perbandingannya harus kecil dari
1 [17]. Rasio purity angle dan purity treshold larutan
baku KP dan sampel tablet K yang didapatkan dari hasil
pengolahan soffware Empower ™3 masing-masing adalah
0,364 dan 0,0604. Uiji spesifisitas menggunakan metoda
spektrofotometri UV menggunakan larutan metanol 75%
v/v sebagai blanko memperlihatkan spektrum baku dan
sampel yang identik pada A maksimum 258 nm. Pelarut
dan matriks tidak memberikan interfensi pada area serapan
ketoprofen. Menunjukkan bahwa kedua metoda yang
digunakan untuk penetapan kadar ketoprofen dalam tablet
salut enterik dapat digunakan untuk menguji mutu kadar.
Apabila ada gangguan dari matriks atau degradasi zat aktif,
atau untuk pengujian kemurnian ketoprofen, maka metoda
KCKT lebih disarankan. Sebagaimana telah dilaporkan
pada penelitian sebelumnya, ketoprofen mengalami
degradasi karena oksidasi dan fotolisis, memberi serapan
pada A 258 nm, tetapi terpisah dari puncak ketoprofen.
Puncak degradasi terdeteksi pada Rt 16 menit [17].

KCKT  dan

spektrofotometri UV mencakup wuji linieritas, presisi,

Parameter  validasi ~ metode
akurasi, LOD dan LOQ masing-masing dievaluasi dan
dibandingkan. Kedua metode memberikan linieritas yang
baik (+>0,999), perulangan sepuluh kali hasil penetapan
kadar sampel memenuhi syarat presisi %0RSD<2,0% dan
akurasi pada level konsentrasi 80%, 100% dan 120%
dari konsentrasi untuk penetapan kadar memenuhi syarat
keberterimaan, yaitu rentang 98-102% [18]. Perolehan
kembali (recovery) menggunakan metoda spektrofotometri
UV lebih besar, pada level 80% dan 100%. Bisa jadi
karena komposisi pelarut organik yang digunakan untuk
mengekstraksi sampel lebih besar jika dibandingkan
dengan metoda KCKT, schingga ketoprofen yang terlarut
lebih besar. Metode KCKT lebih sensitif dengan perolehan
LOD dan LOQ yang lebih kecil dibandingkan dengan
metode spektrofotometri UV. Data dapat dilihat pada
Tabel 2. Hasil uji statistik (Tabel 3) menggunakan fstudent
terhadap parameter validasi metode KCKT dibandingkan
tethadap metode spektrofotometri UV tidak berbeda
nyata pada P>0,05.

206

Metoda analisis dengan metoda KCKT yang
divalidasi menggunakan tablet salut enterik ketoprofen
(tablet K) memberikan nilai presisi dan akurasi yang tidak
berbeda jauh dengan hasil validasi yang telah dilaporkan
sebelumnya [17]. Hasil yang berbeda didapatkan pada nilai
LOD dan LOQ yang lebih besar jika dibandingkan pada
penelitian sebelumnya (LOD 0,025 pg/mL dan LOQ
0,05 pg/mlL). Perbedaan tersebut karena pada penelitian
sebelumnya kurva linieritasnya dibuat pada range
konsentrasi 0,05-250 pg/mL sehingga memberikan hasil
yang lebih sensitif. Berdasarkan hasil validasi, baik metoda
KCKT dan spektrofotometri UV dapat dipertimbangkan
untuk diterapkan sebagai metoda analisis pengembangan
uji disolusi dalam rangka melengkapi parameter pengujian

mutu tablet salut enterik ketoprofen
Kesimpulan

Hasil validasi analisis penetapan kadar ketoprofen
dengan metode KCKT dan spektrofotometri UV akurat,
simpel, sederhana, dan spesifik untuk digunakan dalam
analisis rutin pengujian tablet salut enterik ketoprofen.
Masing-masing metoda dapat disesuaikan dengan kondisi

laboratorium dan tujuan pengujian.
Ucapan Terima Kasih
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